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(54) Plaque de culture cellulaire. 



y^T) La plaque de culture cellulaire comporte una plurality 
o^puits de culture (2) ouverts d leur sommet et destines ^ 
etre ensemenc6s dans des conditions st6riles, ainsi que 
des moyens (18) pour rendre les puits (2) etanches aux li- 
quides et pour filtrer st^hlennent Tair ou les gaz entrant 
dans les, ou sortant des, puits (2) et des moyens (6, 9, 13 
pour assurer une circulation sterile de liquide vers les, ou 
partir des, puits (2). 
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Plaque de culture cellulaire. 

L* invention concerne une plaque de culture 
cellulaire comportant une plural ite de puits de culture 
5 destines a etre ensemences dans des conditions steriles- 

La culture de cellules animales ou vegetales in 
vitro se pratique d'ordinaire dans des flacons a fond plat, 
dans des flacons appeles "rollers" ou dans les puits de 
plaques dites multipuits en polystyrene, sur des billes en 
lo suspension dans le milieu de culture, dans un faisceau de 
fibres creuses ou directement en suspension dans le milieu 
de culture. 

Le materiel utilise doit etre sterile et les 
interventions au cours de la culture doivent se faire dans 
15 des conditions steriles necessitant un savoir-faire et une 
infrastructure specialisee : hotte a flux laminaire ou zone 
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sterile, materiel sterile, jetable ou sterilisable 
(pipettes, filtres steri 1 isants, flacons de milieu, flacons 
ou microplaques de culture) et etuve. 

A l*heure actuelle, aucun dispositif connu ne rend 
la culture cellulaire in vitro facilement praticable par 
des non-special istes tels que les pharmacologis tes , les 
chimistes, les biochimistes , les bacteriologistes 
interesses notamment par i ' etude de I'sffet de differents 
produits qu*ils utilisent sur des cellules animales ou 
vegetales en culture. 

La presente invention a done pour object if de 
fournir un dispositif de culture cellulaire simple 
d'uti lisation et ne necessitant pas une infrastructure 
special isee et, notamment, permettant a tous les 
utilisateurs potentiels de cultures cellulaires, qu'ils 
soient des special istes ou des non-special istes , d'etudier 
I'effet de produits a differentes dilutions sur:: des 
cellules vivantes sans recourir aux precautions habituelles 
de sterilit§ (hotte a flux laminaire et materiel sterile), 
a condition de travail ler avec des cellules prealablement 
ensemencees sterilement dans le dispositif de 1' invention. 

On autre objectif de 1* invention est de fournir un 
tel dispositif qui soit peu onereux. 

L* invention a pour objet une plaque de culture 
^3 cei luiaire — domportanL — cme — p luralito — de pu i t s — de — culture 
ouverts a leur sommet et destines a etre ensemences dans 
des conditions steri les, caracterisee en ce qu*elle 
comporte des moyens pour rendre les puits etanches aux 
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liquides et pour filtrer sterilement I'air ou les gaz 
entrant dans les, ou sortant des , puits et des moyens pour 
assurer une circulation sterile de liquide vers les, ou a 
partir des, puits, 

De preference, la plaque selon 1* invention comporte 
une vanne agencee de maniere a pouvoir mettre les puits, 
simul tanement ou individuel lement , en conununicat ion avec 
1' entree de la vanne, ladite entree etant munie d'un 
dispositif de filtration ster i 1 i sante , et I'ouverture des 
puits est protegee centre les micro-organismes . De 
preference, les puits sont proteges separement les uns des 
autres . 

Dans un mode de realisation avantageux de 
1' invention, les puits sont proteges par une matiere 
hydrophobe, microporeuse et ne laissant pas passer les 
micro-organismes. Une telle matiere autorise des echanges 
gazeux steriles entre les puits et le milieu exterieur, 
tout en etant impermeable aux liquides. 

De preference, les puits sont disposes de fagon 
rayonnante et sont munis chacun d'un canal d' al imentat ion. 
On peut, par exemple, prevoir des plaques comportant une ou 
plusieurs series de puits disposes en cercles 
concentriques . Toute disposition rayonnante peut bien sur 
etre envisagee. Cela permet 1 ' uti 1 isat ion d'une vanne 
central e commune. 

Dans un premier mode de realisation, la vanne 
comporte un canal de sortie agence de maniere a pouvoir 
etre mis en communication avec un canal d' al imentat ion de 
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I'un des puits. Cette vanne permet d'acceder au choix a 
chacuTi des puits individuel lament . 

Selon un deux i erne mode de realisation de 
1* invention, la vanne comporte des canaux de sortie en 
5 nombre correspondant au nombre de puits, les canaux de 
sortie etant agences de fagon rayonnante de maniere a 
pouvoir mettre simul tanement tous les puits en 
communication avec 1 'entree de la vanne, par 
1 Mntermediaire des canaux d • al imentat ion des puits. Cette 

lo vanne permet d'acceder simul tanement a tous les puits de la 
plaque. Dans ce mode de realisation, la plaque peut 
comporter, en outre, un canal de sortie decale 
angulairement par rapport aux autres canaux de sortie et 
agence de maniere a pouvoir etre mis en communication au 

15 choix avec l*un des canaux d' al imentat ion . Une telle vanne 
permet de benef icier des possibilites de ces deux modes de 
realisation. 

De preference, la vanne est placee de fagon etanche 
dans une cavite situee au centre de la plaque et a partir 

20 de laquelle rayonnent les canaux d* al imentat ion des puits. 
La vanne peut s' adapter dans la cavite par un rodage et il 
peut etre prevu des joints toriques d' etanchei te. La vanne 
peut egalement s 'adapter de toute autre maniere dans la 
cavite, par exemple par un ajustement de surface etroit. Un 

"25 — moyen de derrage tel qu'un clip d o serrage pQ^t contribuer 
au maintien de la vanne dans ladite cavite. De preference, 
la vanne comporte un repere de positionnement du ou des 
canaux de sortie par rapport aux canaux d* al imentat ion des 
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puits. 

En amont du dispositif de filtration ster i 1 isante , 
on prevoit avantageusement une embouchure sur laquelle on 
peut adapter un moyen d" injection ou d'aspiration de 
5 liquide, tel qu'une seringue- 

On prevoit, de preference, un couvercle venant 
recouvrir I'ouverture des puits a distance. Ce couvercle 
permet de proteger les puits de culture notamment lors du 
transport de la plaque et d' autre part, par 1 ' ut i 1 isat ion 
lO de moyens rendant hermetique 1 • assemblage du couvercle 
ainsi que 1 ' embouchure du dispositif de filtration, de 
rendre le dispositif total ement hermetique aux gaz* 

La mat i ere obturant I'ouverture des puits peut etre 
une couche de mat i ere recouvrant l*ouverture des puits ou 
15 un joint de mousse adherant a la fois autour de I'ouverture 
des puits et au couvercle. Cette matiere peut etre par 
exemple du polyethylene hydrophobe de haute densite* 

Dans un mode de realisation prefere de 1* invention, 
la plaque est faite en matiere plastique transparente et la 
20 matiere obturant les puits est elle-meme transparente ou 
tout au moins translucide. Cela permet 1 ' observation des 
cellules en culture, notamment a I'aide d'un microscope 
inverse, et la numeration des cellules. Une telle plaque 
pourra etre sterilisee aux rayons gamma et utilisee comme 
25 un dispositif jetable. 

II peut etre en outre prevu un puits destine a 
recueillir du liquide utilise pour rincer le dispositif de 
filtration et le volume mort de la vanne. 
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La plaque selon 1* invention permet notanunent, dans 
une ambiance, avec du materiel et avec des produits non 
necessairement sterilesr les manipulations suivantes : 

- injection de produits dans des puits de culture 
5 cellulaire (differentes dilutions, produits differents, 

etc . ) ; 

- changement de milieu ou ringage des cellules ; 

- i ncuba t i on des c s 11 u 1 e s en e t uve ; 

- observation et numeration des cellules. 

lO L' invention va etre maintenant decrite plus en 

detail a I'aide d'exemples de realisation non limitatifs et 
se referant au dessin annexe* Celui-ci montre : 

- a la figure 1, une vue schematique en perspective 
et eclatee d'une plaque de culture cellulaire selon 

15 1 " invention ; 

- a la figure 2, une vue partielle en coupe de la 
plaque de la figure 1, montrant la vanne de fagon. plus 
detail lee ; 

- a la figure 3, une vue schematique en coupe selon 
20 la ligne III-III de la figure 2 ; 

- a la figure 4, une vue analogue a celle de la 
figure 3, a plus grande echelle, d'une vanne permettant la 
distribution simultanee ou individuelle ; 

- aux figures 5 et 6, des vues partielles en coupe 
*5 de ylciques selon 1' inv e nti o n . . 

La plaque de la figure 1 comprend une base 1 
comportant huit puits de culture 2 disposes en cercle et 
une cavite central e 3. Chaque puits 2 est re lie a la cavite 
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central e 3 par un canal d* al imentat ion 4 debouchant un peu 
au-dessus du fond des puits 2. La plaque de culture 
cellulaire comporte en outre un couvercle 5 venant 
recouvrir les puits 2 de fagon non hermetique- 
5 One vanne 5 vient se placer de fagon etanche dans la 

cavite central e 3- La vanne 6 s'adapte dans ladite cavit6 3 
par un rodage et elle s'etend jusqu'a la partie infer ieure 
de la base 1 et depasse legerement de celle-ci, conune on 
peut le voir a la figure 2. On peut par f aire I'etancheite 

lO de 1' ensemble en disposant des joints d'etancheite toriques 
7 de part et d' autre de la base 1. La vanne 6 comporte une 
entree 8 et un canal de sortie 9 permettant d'acceder au 
choix a I'un des puits individuel lement , lorsque ledit 
canal de sortie 9 est mis en communication avec le canal 

15 d'al imentation 4 dudit puits 2 (voir la figure 3). Le 
posi tionnement du canal de sortie 9 est indique par un 
repere de pos i tionnement lO solidaire de la vanne 6* 

La figure 4 presente la distribution des canaux de 
sortie d'une vanne permettant d'acceder aux puits de fagon 

20 simultanee ou individuel le, Cette vanne comporte des canaux 
de sortie 11 en nombre correspondant aux canaux 
d* al imentation 4 des puits de culture, Comme les canaux 
d' al imentation 4 des puits de culture, les canaux de sortie 
11 rayonnent avec des angles de 45*" entre canaux voisins. 

25 La vanne comporte en outre un canal de sortie 12 decale 
angulairement par rapport aux canaux de sortie 11* 

On se refere maintenant aux figures 5 et 6 sur 
lesquelles on peut voir un puits de culture 2, une vanne 6 
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analogue a celle de la figure 1 et un couvercle 5. Sur son 
entree, la vanne 6 est munie d'un dispositif de filtration 
sterilisante 13 comportant un filtre 0,22 |i (par exemple de 
type Mi Ilex (de Millipore) ou Minisart (de Sartor ius)) 
5 designe par le repere 14 et une embouchure 15 agencee de 
maniere a pouvoir etre reliee a un dispositif d' injection 
ou d* aspiration, du type seringue 16, ou a un bouchon 17. 

L'ouverture super ieure des puits de culture est 
recouverte d'une matiere hydrophobe, microporeuse et ne 

10 laissant pas passer les micro-organismes • Cette matiere est 
par exemple du polyethylene hydrophobe de haute densite* A 
la figure 5, il s'agit d'une couche fine 18 coUee a la 
surface de la base 1, tandis qu'a la figure 6, il s'aglt de 
joints microporeux 19 constitues d'une mousse adherant a la 

15 fois autour de I'ouverture des puits a la surface de la 
base 1 et au couvercle 5. Au voisinage de la cavite 
centrale 3, on a egalement prevu un joint d'etancheite 20 
entre le couvercle 5, la base 1 et la vanne 6» 

Dans le mode de realisation represente a la figure 

20 6, on a en outre dispose, entre le couvercle 5 et la base 
1, un joint de mousse annulaire 19' isolant 1 'ensemble des 
pui ts . 

Si I'on souhaite supprimer les echanges gazeux entre 
les puits de culture et le milieu exterieur, on obture 
1' entree 8 de la vann^ 6 a I'aide du bouchon — 12 — et — 1 ' on 
rend etanche la jonction base 1-couvercle 5 a I'aide d'un 
ruban adhesif 21 (voir la figure 5). 

Pour parfaire 1 'assemblage de la vanne 6 dans la 
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cavite centrale 3, on peut prevoir un moyen de serrage tel 
qu'un clip de serrage 22. 

On va maintenant decrire brievement 1 ' ut i 1 isat ion de 
la plaque de culture cellulaire selon 1* invention, 
5 La plaque est a usage unique et a ete sterilisee par 

exposition a des rayons gamma* Avant le montage de la 
plaque, on introduit sterilement dans les puits des 
cellules en suspension dans un milieu de culture. De 
preference, les puits ne sent pas remplis entierement, afin 

lO de conserver une phase gazeuse. On les remplit par exemple 
au 1/2 ou au 2/3. On peut egalement ensemencer les puits 
sterilement via la vanne 6, le dispositif de filtration 13 
ayant ete retire. La couche microporeuse hydrofuge ou les 
joints de mousse microporeuse hydrofuge assurent 

15 I'etancheite au milieu et la filtration sterile de l*air. 

Une fois la plaque assemblee avec son filtre 13, les 
manipulations usuelles de changement de milieu, d' injection 
de doses de produits a etudier, de ringage des puits, 
d' incubation r etc., peuvent etre effectuees en aimbiance non 

20 sterile- Seul le changement du filtre necessite 
1 • environnement protecteur d'une flamme. 

On peut par exemple effectuer la culture avec du 
bicarbonate et du tampon Hepes, la vanne etant en position 

25 non communicante et un ruban adhesif impermeable aux gaz 
etancheif iant la jonction base 1-couvercle 5. 

On peut aussi envisager une incubation en atmosphere 
CO2 en positionnant la vanne en communication simultanee en 
retirant le ruban adhesif rendant hermetique la jonction 
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base-couvercle , de fagon a permettre 1 * equi 1 ibrage de la 
pression partielle de CO2* 

II va de soi que les cellules en culture pourraient 
etre immobi 1 i sees sur, ou dans, tout support usuel, tel que 
5 microbilles, fibres creuses, etc. 

Bien entendu, 1 ' invention n'est pas limitee aux 
modes de realisation decrits et representes mais en englobe 
les variantes qui sont a la portee du special iste. 
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REVENDICATIONS 
1- Plaque de culture cellulaire comportant une 
pluralite de puits de culture (2) ouverts a leur sommet et 
destines a etre ensemences dans des conditions steriles, 
5 caracterisee en ce qu'elle comporte des moyens (18 ; 19, 
19*) pour rendre les puits (2) etanches aux liquides et 
pour filtrer sterilement I'air ou les gaz entrant dans les, 
ou sortant des, puits (2) et des moyens (6, 9, 13) pour 
assurer une circulation sterile de liquide vers les, ou a 
lO partir des, puits (2)* 

2. Plaque selon la revendicat ion 1, caracterisee en 
ce qu'elle comporte une vanne (6) agencee de man i ere a 
pouvoir mettre les puits (2), simul tanement ou 
individuellement , en communication avec 1 ' entree (8) de la 

15 vanne (6), ladite entree (8) etant munie d'un dispositif de 
filtration sterilisante (13), et en ce que I'ouverture des 
puits est protegee centre les micro-organismes . 

3. Plaque selon la revendicat ion 2, caracterisee en 
ce que les puits (2) sont proteges separement les uns des 

2o autres. 

4. Plaque selon la revendicat ion 2 ou 3, 
caracterisee en ce que les puits (2) sont proteges par une 
matiere {18 ; 19, 19') hydrophobe, microporeuse et ne 
laissant pas passer les micro-organismes- 

25 5. Plaque selon I'une quelconque des revendicat ions 

2 a 4, caracterisee en ce que les puits (2) sont disposes 
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de fagon rayonnante et sont munis chacun d'un canal 
d' al imentation (4) et en ce que la vanne (6) comporte un 
canal de sortie (9) agence de maniere a pouvoir etre mis en 
communication avec un canal d* al imentat ion (4) de I'un des 
5 puits (2)* 

6. Plaque selon I'une quelconque des revendi cat ions 
2 a 4, caracterisee en ce que les puits (2) sont disposes 
de fagon rayonnante et sont munis chacun d'un canal 
d'al imentation (4) et en ce que la vanne (6) comporte des 

10 canaux de sortie (11) en nombre correspondant au nombre de 
puits (2), les canaux de sortie (11) etant agences de fagon 
rayonnante de maniere a pouvoir mettre s imul tanement tous 
les puits (2) en communication avec 1* entree (8) de la 
vanne (6), par 1 ' intermediaire des canaux d' al imentat ion 

15 (4) des puits (2). 

7. Plaque selon la revendicat ion 6, caracterisee en 
ce qu'elle comporte en outre un canal de sortie (12) decale 
angulairement par rapport aux autres canaux de sortie (11) 
et agence de maniere a pouvoir etre mis en communication au 

20 choix avec I'un des canaux d' al imentat ion (4). 

8. Plaque selon I'une quelconque des revendicat ions 
2 a 7, caracterisee en ce que la vanne (6) est placee de 
fagon etanche dans une cavite (3) situee au centre de la 
plaque et a partir de laquelle rayonnent les canaux 

25 d'alimentation (4) des puits tzj. 

9. Plaque selon I'une des revendicat ions 2 a 8, 
caracterisee en ce que la vanne (6) comporte un repere de 
posi tionnement (10) du ou des canaux de sortie (9 ; 11, 12) 
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par rapport aux canaux d* al imentat ion (4) des puits (2). 

10. Plaque selon 1 ' une des revendi cat ions 2 a 9, 
caracterisee en ce que, en amont du dispositif de 
filtration sterilisante (13), il est prevu une embouchure 

5 (15) sur laquelle on peut adapter un moyen d* injection ou 
d' aspiration de liquide, tel qu'une seringue (16)- 

11. Plaque selon I'une des revendi cat ions 1 a lO, 
caracterisee en ce qu'il est prevu un couvercle (5) venant 
recouvrir I'ouverture des puits (2) a distance, 

lO 12. Plaque selon la revendi cat ion 11, caracterisee 

en ce qu'il est prevu des moyens (21, 17) pour rendre 
hermetique 1 'assemblage du couvercle (5) et 1 'embouchure 
( 15) . 

13- Plaque selon la revendicat ion 2, caracterisee en 
ce que la matiere obturant I'ouverture des puits (2) est 
15 une couche de matiere (18) recouvrant I'ouverture des 
pui ts . 

14. Plaque selon 1 'ensemble des revendicat ions 2 et 
11, caracterisee en ce que la matiere obturant I'ouverture 
des puits est un joint de mousse (19) adherant autour de 

20 I'ouverture des puits (2) et au couvercle (5). 

15. Plaque selon I'une des revendicat ions 1 a 14, 
caracterisee en ce qu'elle est faite en matiere plastique 
transparente et en ce que la matiere obturant les puits est 
transparente ou trans lucide. 

25 16. Plaque selon I'une des revendicat ions la 15, 

caracterisee en ce qu'il est prevu un puits destine a 
recueillir du liquide utilise pour rincer le dispositif de 
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filtration et le volxime mort de la vanne. 
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